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@ Verfahren zur gemeinsamen immunologischen Bestimmung von Prokollagen-Peptid {Typ 111) und Prokollagen-Peptid Col 
1 (Typ III) und Verfahren zur Herstellung von Anti-Prokoliagen-Peptid Col 1 {Typ lll)-Serum. 

@ Die Antigene Prokollagen-Peptid (Typ III) und Prokolla- 



gen-Peptid Col 1 (Typ III) konnen gemeinsam immunologisch 
bestimmt warden, indem entweder 

a) jeweils eine bestimmte Menge markiertes Prokotla- 
gen-Peptid (Typ III) oder Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) 
und ein hochspezifisches Antiserum mit Antikorpern, die 
gegen beide genannten Antigene affin sind, gemeinsam mit 
einer Probe mit unbekanntem Gehalt an Prokollagen-Peptid 
(Typ 111) und/oder Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) zur 
Reaktion gebracht warden, der gebildete Antigen- 
Antikorper-Komplex abgetrennt und die Menge der Markie- 
rung im Komplex und/oder im Uberstand gemessen wird, 
Oder 

b) eine bestimmte Menge des hochspezifischen Antise- 
rums mit einer Probe mit unbekantem Gehalt an Prokolla- 
gen-Peptid (Typ 11!) und/oder Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ 
111) zur Reaktion gebracht, die nicht umgesetzte Menge des 
Antikorpers an tragergebundenes Prokollagen-Peptid (Typ 
III) Oder Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ ill) fixiert und mit 
einem markierten zweiten Antikorper zur Reaktion gebracht 
und dann die Menge des gebundenen oder uberschussigen 
zweiten Antikorpers durch Messung der Markierung 



bestimmt wird. Bevorzugt wird als hochspezifisches Serum 
ein Anti-Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III)-Serum, das erhal- 
ten wird, indem Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) zur 
Immunisierung von Versuchstieren verwendet und deren 
Serum gewonnen wird. 



UJ 



Ooydon Printing Company Ltd. 



BNSDOCID- <EP 008900eA2_L> 



10 



20 



25 



- 1 > vy0890a3 

HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT HOE 82/F 750 Dr.KL/mu 

Verfahren zur gemeinsamen immunol ogi schen Bestimmung von 
Proko]]aGen-Peptid (Typ III) und Prokol 1 agen-Peptid Col 1 
(Typ III) und Verfahren zur Herstellung von Anti-Pro- 
K?.llaC2!lzZ£Ptil_Col_l_^Typ_Ili)_-Se^ 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur gemeinsamen immuno- 
logischen Bestimmung von Prokollagen-Peptid (Typ III) und 
Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) und Verfahren zur Her- 
stellung von Anti-Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III)-Serum. 

Prokollagen (Typ III) ist eine bi osyn thet i sche Vorlaufer- 
form eines speziellen Kollagens (Typ III), das hauotsachl i ch 
in, retikularen Bindegewebe vorkommt . Sie unterschei det sich 
von diesem Kollagen (Typ III) durch ein zusatzlich am 
Aminoende lokal isiertes Pepti dsegment (Prokollagen-Peotid 
(Typ III)), das sich durch Behandlung rait Kollagenase" vom 
Molekul abspalten laftt. Prokollagen-Peptid (Typ III) seiner- 
seits la&t sich mit Kollagenase weiter zu Bruchstucken 
Col 1, Col 2 und Col 3 spalten, welche mit Hilfe von an sich 
15 bekannten proteinchemischen Methoden isoliert werden konnen 
(Nowack. H. et al . . Eur. J. Biochem. 70, 205 - 216 (IQTS) 
Bruckner, P. et al . , Eur. J. Biochem. 90, 595 - 603 (1978;). 

Untersuchungen uber die Konzentration von Prokollagen-Peot id 
(Typ III) im Serum zeigten, dafi diese Konzentration bel .' 
fibrotischen Erkrankungen der Leber erhoht ist (Rhode, H. 
et al., Eur. j. clin. Invest. 9, il51 - 459 ( 1979)) Ein 
radioi.^munologisches Verfahren zum Nachweis dieses Antigens 
1st in der europaischen Patentschri f t Nr. 4940 beschrieben 
Es ist bekannt, daft durch Immuni si erung von Kaninchen mit 
Prokollagen (Typ m) oder Prokoll agen-Peot id (Typ III) 
Antikorper erhalten wird, der eine hohe Affinitat gegenuber 
Prokollagen-Peptid (Typ m) aufweist. Die gegenuber Pro- 
kol] agen-Pept i d Col 1 (Typ III) gefundene Affinitat war 
30 jedoch gering (Rhode et al . , i oc . cit.). 
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Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB durch Immuni- 
sierung mit Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) Antikorper 
erhalten warden, die gegenuber Prokollagen-Peptid Col 1 
(Typ III) und Prokollagen-Peptid (Typ III) gleiche Affinitat 
5 zeigen. Solche Antikorper konnen auch durch Immun isierung 
mit Prokollagen-Peptid (Typ III) erhalten warden. 

Mit der bisherigen Bestimmungsraethode war es moglich, Pro- 
kollagen-Peptid (Typ III) im Serum zu erf assen . Die beson- 
10 deren Eigenschaf ten der neuen Antikorper gestatten es nun, 
die Gesaratmenge der beiden Antigene Prokollagen-Peptid 
(Typ III) und Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) in Korper- 
flussigkeiten mittels eines immunologischen Verfahrens zu 
bestimmen. Da das Abbauprodukt Col 1 von diesen Antikorpern 
15 ebenfalls gebunden wird, ermoglicht darait die Messung der 
Summe von Prokollagen-Peptid (Typ III) und Prokollagen- 
Peptid Col 1 (Typ III) eine zusatzliche di agnost ische Aus- 
sage. Dies .bedeutet eine wertvolle Erweiterung, besonders 
bei Krankheiten, die rait erhohten proteolytischen Enzym- 
20 aktivitaten im Serum oder im Gewebe verbunden sind. Denn in 
solchen Fallen ist im Serum das Abbauprodukt Col 1 in hoher 
Menge zu finden, was jedoch rait den bisherigen Methoden 
nicht erfaBbar ist. 

25 Die Erfindung betrifft scrnit ein Verfahren zur gemeinsaraen 
immunologischen Bestimmung der beiden Antigene Prokollagen- 
Peptid (Typ III) und Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III), das 
dadurch gekennzeichnet ist, dafi> man entweder 

30 a) eine bestiramte, in Bezug auf die zu untersuchende Probe 
uberschussige Menge eines hochspezi f i schen Serums mit 
Antikorpern, die gegen beide genannten Antigene affin 
sind, mit der diese Antigene enthaltenden Probe und einer 
bestimmten Menge eines der beiden genannten Antigene in 

35 markierter Form zur Reaktion bringt, den gebildcten 

Antigen-Antikorper-Komp] ex abtrennt und die Menge der 
Markierung im Komplex und/oder Uberstand bestimmt , oder 
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b) eine bestimmte, in Bezug auf die zu unt ersuchende Probe 
uberschussige Menge des genannten Serums mit der zu 
untersuchenden Probe umsetzt, die nicht umgesetzte Menge 
des Antikorpers mit einem definierten Oberschufi eines 
der beiden Antigene, die an einen Trager gebunden sind, 
fixiert und mit einem definierten UberschuB an einem 
zweiten markierten Antikorper umsetzt und dann die Menge 
der Markierung des gebundenen und/oder freien zweiten 
Antikorpers bestimmt. 



Es kdnnen bei diesem Verfahren sowohl die bekannten Radio- 
Immun-Assay-(RIA)-Varianten als auch die Enzym-Immun-Assay- 
Varianten und analogs Bestimmungen unter Verwendung anders- 
artiger Markierungen , bei spielsweise Fluoreszenzmarki erung 
Farbstoffmarkierung und dergleichen angewendet werden. Bei' 
der Verfahrensvariante a) ist die radioaktive Markierung bei 
der Variante b) die Enzymmarkierung bevorzugt. Derartige 
Methoden sind dem Fachmann bekannt und sollen hier nicht 
im einzelnen aufgefuhrt werden. Bei diesen Nachweisreak- 
tionen konkurrieren die markierten Prokol lagen-Peptide in 
der aus der europaischen Patent schri ft Nr. H940 an sich 
bekannten Weise um den Antikorper, so daB im gebildeten 
Antigen-Antikorper-Komplex die Menge markierten Antigens 
umso geringer ist, je mehr nicht markierte Antigene an der 
25 zu bestimmenden Probe enthalten sind. Deshalb kann entweder 
die Markierung des Komplexes, beispi elsweise die Radioak- 
tivitat Oder die Enzymaktivitat , oder die Markierung des 
Oberstandes nach Abtrennen des Antigen-Antikorper-Komplexes 
verwendet werden, um anhand einer Eichkurve, die mittels 
30 Proben bekannten Gehaltes an Prokollagen-Peptid (Typ in) 

Oder Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) erstellt wurde die 
xn der zu untersuchenden Probe enthaltenen Menge Antigen 
festzustellen. Bei der Verfahrensvariante b) wird - wi e 
auch bei Variante a) - bevorzugt die Markierung im Komplex 
35 bestimmt. 

Die Trennung des Antigen-Antikorper-Komplexes von der Losung 
kann nach den hierfur dem Fachmann bekannten Ublichen Metho- 
den erfolgen, „ie Abf iltrieren , Absaugen, Abzentrif ugieren 
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und dergleichen. Auch ist cs moglich, das Antiserum an einen 
festen Trager, beispielsweise die Innenwand eines Reagenz- 
glases, cebunden einzusetzen. 

Vorzugsweise wird das Verfahren so durchgef uhrt , daB die 
Trennup.g des mit hochspezi f ischera Anti-Prokollagen-Peptid 
Col 1 (Typ III)-Serum gebildeten Antigen-Antikorper-Kompl ex- 
es von dera nicht umgesetzten Antigen durch die Verwendung 
eines gegen das hochspezi fi sche Serum gerichteten zweiten 
Antikorpers erfolgt. Bevorzugt v/i rd hier ein Antikorper 
gegen ^-Imniunglobul in der fur die Gewinnung des Antiserums 
verwendeten Tierart. Die Markierung des Antigens, d.h. 
Prokollagen-Peptids (Typ III) oder Prokol lagen-Pept ids Col 1 
(Typ III), kann mit den fur die Markierung von Proteinen 
bekannten Methoden durchgefuhrt werden. Im Falle der radio- 
aktiven Markierung mit einera Radionuklid wird vorzugsweise 
^^^Jod verwendet. Zur Markierung mit diesera Radionuklid 
wird die Chloramin T-Methode (McConahey, P.J. et al . , Int. 
Arch. Allergy 29 (1966) l85) bevorzugt. 

Die Enzym-Iramun-Assay-Variante zur Bestimtnung von Prokolla- 
gen-Peptid (Typ III) und Prokol lagen-Pept 3 d Col 1 (Typ III) 
kann auch dergestalt durchgefuhrt werden, dafi der Antikorper 
gegen r-Imraunglobulin der betreffenden Tierart, z. B. vom 
Kaninchen, enzymraarki ert ist. Bei dieser Art des Enzym-Immun- 
Assay wird der nach Bildung des Ant i g£n- Ant i korper-Kompl exes 
verbleibende Teil des Anti-Prokol lagen-Peptid-Serums be- 
st irarat , indem man diesen an tragergebun<lenes Prokol lagen- 
Peptid (Typ III) oder Prokol lagen-Pept i d Col 1 (Typ III) 
bindet und anschl i eBend mit enzyramarki ertera Antikorper gegen 
/'-Immungl obul i n des Kaninchens zur Reaktion bringt. 

Die Menge gebundenen enzymraarkierten Antikorpers wird an- 
schlieBend durch Messung der Enzymreakt ion bestimmt und ist 
der unbekannten Menge Prokol lagen-Pept id (Typ III) und 
Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) in der Probe direkt 
proport ional . 
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Fur die erfindungsgemaBe Eestimmungsmethode ist es ent- 
scheidend, daiS ein geeignetes Antiserum gegen Prokonagen- 
Peptid Col 1 (Typ III) zur Verfugung steht. Dieses ist 
dann auch gegen Proko] lagen-Peptid (Typ III) affin. 

Zur Immunisierung wird z weckmaMgerweise Prokollagen-Peptid 
Col 1 (Typ III) verwendet. Die Immunisierung kann durch 
subkutane Injektion von Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) 
in Versuchstiere wie Ziegen. vorzugsweise Kaninchen, in 
Gegenwart des kompletten Freundschen Adjuvans erfolgen. In 
diesem Fall betragt die Antigendosis 0.2 - 0,5 mg pro Tier. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung welter. 

Beispie] 1 

Herstell ung v on Prokollagen-Peptid C ol 1 (Typ ttt^ 

60 mg von Prokollagen-Peptid (Typ III) werden in der erfor- 
derlichen Menge eines Puffers (Puffer 1 : 0,05 M Tris/HCl 
PH 8,0, 0,02 M Cac:^) gelost und auf 55°C erwarmt . Nach Zu- 
gabe von ^20 Einheiten Kollagenase wird die Mischung 15 min 
bei 55 C inkubiert. Nach Abkuhlen auf 37°C und Zugabe 
von 420 Einheiten Kollagenase wird die Inkubation fiir 3 Std 
fortgesetzt. AnschlieBend wird die Mischung gegen zwei 
Puffer (Puffer 2 : 0,005 M Tris/HCl, pH 8,6, 2 M Harnstoff; 
Puffer 3 : 0,005 M Tris/HCl, pH 8,6, 8 M Harnstoff) dia]y- 
siert und uber eine DEAE-Cellulosesaul e ( 1 , 6 x 5 cm ) ge- 
geben, die mit Puffer 3 aquilibriert war. 

Die auf der Saule gebundenen Proteine werden rait einem NaCl- 
Gradienten (0-- 0,3 M) eluiert. Das Eluat wird bezuglich 
der Absorption bei 230 nm und der Antigenaktivitat durch 
Verwendung von Antikorpern iiberpruft, die spezifisch fur 
Proko31agen-Peptid (Typ III) sind. Der letzte Peak, der aus 
der SauJe eluiert wird, enthalt normal erwei se Prokoiaagen- 
Peptid Col 1 (Typ III). Das Peptid wird durch Dialyse gegen 
0,01 M (NK^)2C03 entsalzt und lyophil i si er t . 
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Durchfuhru pR der immunoloKi schen B est immuiigJJI A ). 

25 ug Prokollagen-Peptid (Typ III) werden mit 1 Milli-Curie 
Jod^l25 nach der Chlorarain T-Methode markiert und ungebun- 
denes Jod durch Dialyse entfernt. Die weiteren Schritte bei 
der Durchfuhrung des Radioimmun-Tests werden vorzugsweise in 
Gegenwart von 0,014" % eines nichtionischen Detergens, wie 
^^^Tween 20, durchgef uhrt . Bi ndungskurven werden mit 
jeweils 2 ng markiertem Prokollagen-Peptid (Typ III) oder 
Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) bestimmt. Die Konzentra- 
tion der Gesamtrnenge an Prokollagen-Peptid (Typ III) und 
Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) in einer unbekannten 
Probe von Serum oder anderen Korperf lussigkeiten wird in 
folgendem Inhibit ionstest bestimmt. 

Eine bestimmte Menge des Antikorpers wird mit der unbekann- 
ten Probe 16 Std. bei M°C vorinkubiert und nach Zugabe von 
2 ng markierten Peptids weitere 8 Stunden bei U°C inkubiert. 
Danach wird ein OberschuB von Antikorpern gegen Kaninchen- 
Immunglobin zugesetzt und das im Immunkomplex gebundene 
Antigen aus der Losung abgetrennt. Die Inhibitionsaktivitat 
der unbekannten Probe wird mit der Aktivitat von Standard- 
Konzentrationen von nichtmarki ertem Prokollagen-Peptid (Typ 
III) Oder Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) verglichen. 

Setzt man al s Probe Serum von gesunden Patienten in den In- 
hibit ionstest ein, so findet man typischerwei se etwa 3fach • 
so hohe Werte fur Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) plus 
Prokollagen-Peptid (Typ III) als mit einem RIA fur Prokolla- 
30 gen-Peptid (Typ III) gefunden wurde. 

Beisp i el 2 

Imniunol_OEische_BesU_m^ 

Die Konzentration der Prokol 3 agen-Pept ide (Typ III) m emer 
unbekannten Probe von Serum oder anderen Korperf lussigkeiten 
wird mit folgendem Enzyin-Immun-Test bestimmt. 
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Eine bestimmte Menge des Anti-Prokollagen-Peptid-Col 1 
(Typ III)-Seruras wird mit der unbekannten Probe 2,5 Std. 
bei il°C vorinkubiert. Die Mischung wird dann in eine mit 
20 ng Prokollagen-Peptid beschichtete Vertiefung einer 
5 Mikrotiterplatte pipettiert und 18 Std. bei inkubiert. 
Nach AbgieBen des Oberstandes und Waschen der Vertiefungen 
mit Physiol. NaCl-Losung wird eine bestimmte Menge enzym- 
markierten Antikorpers (z.B. Peroxidase-markiert) gegen 
y"-Immunglobulin vom Kaninchen zugegeben und 5 Std. bei 

10 Raumtemperatur inkubiert. Nach AbgieBen des Oberstandes 

und Waschen rait physiol. NaCl-Losung wird durch Zugabe von 
Enzymsubstrat (bei Peroxidase-Marki erung H 0 ) und 
Chromogen (z.B. o-Phenyl endi ami n ) die Enzymreaktion ge- 
startet. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wird die 

15 Reaktion durch Zugabe von 50 /Ul 6 M HCl gestoppt. Mit 
einera geeigneten Photometer wird nach 30 rain die Farbin- 
tensitat der Losung bestimmt. Diese Farbintensitat ist 
direkt proportional der Menge gebundenen enzymraarkierten 
Antikorpers und damit der unbekannten Menge an Prokollagen- 

20 Peptiden in der Probe. Mit Hilfe einer Eichkurve, die mit 
Losungen bekannten Gehalts an Prokollagen-Peptid (Typ in) 
Oder Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III) erstellt wurde, kann 
dann die Menge Prokollagen-Peptid (Typ III) plus Prokollagen- 
Peptid Col 1 (Typ III) in der Probe ermittelt werden 



V 



BNSDOCID: <EP OOflcinnftAO | > 



^ 0089003 

- 8 - HOE 82/F 750 




1. Verfahren zur gemeinsainen iinmuncl ogi schon Bestimrnung der 
beiCen Antigene Proko] 1 agen-Pept id (Typ III) und Pro- 
ko]lagen-Peptid Col 1 (Typ III), dadurch gekennzeich- 
net, daB man entweder 

5 

a) eine bestiinmte, in Bezug auf die zu un tersuchende Probe 
iiberschussi ge Menge eines hochspezi f i schen Serums mit 
Antikorpern, die gegen beide genannten Antigene affin 
sind, mit der diese Antigene enthaltenden Probe und 

10 einer bestimmten Menge eines der beiden genannten 

Antigene in markierter Form zur Reaktion bringt, den 
gebildeten Ant i gen- Ant i korper-Kompl ex abtrennt und die 
Menge der Markierung im Komp] ex und/oder Uberstand 
best immt , oder 

15 

b) eine bestimmte, in Bezug auf die zu un tersuchende Probe 
uberschussige Menge des genannten Serums mit der zu un- 
tersuchenden Probe umsetzt , die nicht umgesetzte Menge 
des Antikorpers mit einem definierten UberschuB eines 

20 der beiden Antigene, die an einen Trager gebunden sind, 

fixiert und mit einem definierten UberschuB an einem 
zweiten markierten Antikorper umsetzt und dann die 
Menge der Markierung des gebundenen und/oder freien 
zv/eiten Antikorpers bestimmt. 

25 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennze i chnet , daB 
das hochspezi fl sche Serum mit Antikorpern gegen die bei- 
den Antigene ein An t i -Prokol 1 agen-Pept i d Col 1 (Typ III)- 
Serum i s t . 

30 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
daB die Markierung eine radioaktive, Enzym- oder Fluor- 
eszenzma rki erung ist. 
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5 

5. 

10 

6. 



15 7. 



8. 

20 

9. 

25 

10. 

30 



Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet , daft bei der Verfahrens- 
variante a) die Abtrennung des Antigen-Antikorper-Kom- 
plexes mit einem zweiten, gegen die Antikcirper affinsn 
Antikorper erfo3gt. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB bei der Verfahrens- 
variante a) eine radioaktive Markierung eingesetzt wird. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
sprijche, dadurch gekennzeichnet, daiJ die Markierung mit 
Jod 125 erfolgt. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB bei der Verfahrens- 
variante b) ein Enzym zur Markierung dient. 

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Markierung im 
Koraplex bestimrat wird. 

Verfahren zur Herstellung eines hochspezifischen Anti- 
Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III)-Serums, dadurch ge- 
kennzeichnet, dais Versuchstiere mit Prokol lagen-Peptid 
Col 1 (Typ III) immunisiert werden und ihr Serum gewon- 
nen wird. 

Hochspezifisches Anti-Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III)- 
Serum, erhaltlich nach Anspruch 9. 
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Pate nt ans P r g c ji e _f u r_Os^ 

1. Verfahren zur gemeinsamen imrnunologi schen Bestimmung der 
beiden Antigone Prokol 1 agen- Pept id (Typ III) und Pro- 
kollag&n-Peptid Col 1 (Typ III), dadurch gekennzeich- 
net, daB man entvjeder 

a) eine bestimmte, in Bezug auf die zu un tersuchende Probe 
uberschussigG Menge eines hochspezifi schen Serums mi t 
Antikorpern, die gegen beide genannten Antigene affin 
sind, mit der diese Antigene enthaltenden Probe und 
einer bestimmten Kienge eines der beiden genannten 
Antigene in markicrter Form zur Reaktion bringt, den 
gebildeten Antigen-Anti korper-Kompl ex abtrennt und die 
Menge der Harkierung im Komplex und/oder Uberstand 
bestimrat , Oder 

b) eine bestjmmte, in Bezug auf die zu untersuchende Probe 
iiberschussige Menge des genannten Serums mit der zu un- 
tersuchenden Probe umsetzt, die nicht uragesetzte Menge 
des Antikorpers mit einem definierten Oberschufi. eines 
der beiden Antigene, die an einen Trager gebunden sind, 
fixiert und mit einem definierten UberschuB an einem 
zweiten markierten Antikorper umsetzt und dann die 
Menge der Markierung des gebundenen und/oder freien 
zweiten Antikorpers bestimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
das hochspezi fische Serum mit Antikorpern gegen die bei- 
den Antigene ein Ant i -Prokol 1 agen-Pept id Col 1 (Typ III)- 
Serum i st . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Markierung eine radioaktive, Enzym- oder Fluor- 
eszenzmarkierung ist. 



0089008A2_L 



10 



a. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Art- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet , daJS bei der Verfa^rens- 
variante a). die Abtrennung des Antigen-Antikorper-Kom- 
plexes mit einem zweiten, gegen die Antikc3rper affiren 
Antikorper erfolgt, 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daft bei der Verfahrens- 
variante a) eine radioaktive Markierung eingesetzt wird. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daft die Markierung rait 
Jod 125 erfolgt. 

15 7. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daft bei der Verfahrens- 
variante b) ein Enzym-Iramun-Assay zur Markierung dient. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
20 spruche, dadurch gekennzeichnet, daft die Markierung im 

Komplex bestimmt wird. 

9. Verfahren zur Herstellung eines hochspezi f i schen Anti- 
Prokollagen-Peptid Col 1 (Typ III)-Serums, dadurch ge- 

25 kennzeichnet, daft Versuchst iere rait Prokollagen-Pept id 

Col 1 (Typ III) immunisiert werden und ihr Serum gewon- 
nen wird. 
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